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mir-30d 在温石棉恶性转化细胞中的异常表达 

及其靶基因生物信息学分析 
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【摘  要】目的  将间皮瘤差异表达基因与 miR-30d 下游靶基因比对得到的基因交集进行生物信息学分析，探究 miR-30d 在温石棉恶性转化细胞

中的调控作用及对间皮瘤的影响。方法  利用温石棉慢性染毒人胸膜间皮细胞系（MeT-5A）构建的石棉转化细胞（Asb MeT-5A）模型，采用 qRT-PCR

检测转染了 miR-30d mimics 的细胞中 miR-30d 的表达水平，将 miR-30d 下游靶基因与间皮瘤差异表达基因比对得到的基因交集进行通路富集分析。结

果  Asb MeT-5A+miR-30d 组细胞 miR-30d 表达水平较 Asb MeT-5A+miR-NC 组显著增高（P＜0.01）；筛选出的基因共 11 个，通过分析得到 miR-30d

主要参与 2 条通路，分别为肌动蛋白介导的细胞收缩和对生长因子的响应。结论  miR-30d 在温石棉恶性转化细胞中的表达量下降；生物信息学分析结

果提示 miR-30d 在温石棉恶性转化细胞中的表达调控主要与肌动蛋白介导的细胞收缩和对生长因子的响应这两条通路有关，同时也提示这两个通路可能

对间皮瘤的发生发展产生影响。 
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石棉被国际癌症研究机构（IARC）列为Ⅰ类致癌物，石棉进入肺内

易蓄积而诱导肺癌和恶性间皮瘤等恶性肿瘤的发生[1]。温石棉属于石棉中

的一种且它在发展中国家仍被广泛使用，温石棉的职业危害至少持续

20-50 年，间皮瘤病例的数量在未来几十年间将会增加[2]。为推动温石棉

在全球范围内的禁用，需要更多证据证明温石棉的确切致癌性。恶性胸

膜间皮瘤（MPM）是一种高度侵袭性肿瘤，本课题组前期利用温石棉慢

性暴露人胸膜间皮细胞系（MeT-5A）构建体外细胞转化模型，提示温石

棉在间皮细胞水平可能存在诱导间皮瘤的潜力[3]。间皮瘤是一种难治性癌

症，探究温石棉致间皮瘤的发病机制对治疗间皮瘤具有重要意义。 

microRNA（miRNA）是由 20 ~ 24 个核苷酸组合成的单链非编码 RNA，

在细胞增殖、凋亡和迁移等过程中发挥重要作用[4]。miR-30d 是一种保守

miRNA，与非小细胞肺癌[5]等恶性肿瘤有关，而 miR-30d 在恶性间皮瘤中

的作用并未阐明。因此，本研究利用温石棉恶性转化 MeT-5A（Asb 

MeT-5A），通过荧光定量 PCR 检测细胞中 miR-30d 的表达水平，并筛选

miR-30d 下游靶基因与间皮瘤差异表达基因比对得到基因交集，将其进行

生物信息学分析，探究 miR-30d 对温石棉恶性转化细胞的调控机制，为

间皮瘤的诊断、治疗及预后指标提供参考。 

1 材料与方法 

1.1 细胞株的购买与培养转化  前期研究已构建温石棉转化人胸膜间

皮细胞 MeT-5A 细胞模型[3]。结果显示温石棉转化细胞组集落形成率明显

高于对照组，差异有统计学义（P<0.01），集落在软琼脂上生长，提示细

胞恶性转化模型构建成功。 

1.2 荧光定量 PCR（qPCR）测定细胞 miR-30d 表达水平  测定在转

染 6 h 后 Asb MeT-5A 细胞中 miR-30d 的表达水平。提取总 RNA，微量分

光光度计测定 RNA 纯度和浓度。然后把总 RNA 进行逆转录和 qPCR 反应，

在 37 ℃逆转录 60 min，85 ℃逆转录 5 min。miR-30d 的 PCR 引物序列是

5 ’ -TGTTGTAAACATCCCCGACTGGA-3 ’， U6 的 引 物 序 列 是 5 ’

-CTCGCTTCGGCAGCACA-3’，将装有样品的 PCR 板置于实时 PCR 仪上

进行 PCR，预变性（95 ℃/30s）和 40 个 PCR 循环（95 ℃/5s 和 60 ℃/34s），

内参基因为 U6，计算 miR-30d 的相对表达量，以上检测内容重复 3 次。 

1.4 生物信息学分析  在美国国立生物技术信息中心开发的基因表达

数据库（Gene Expression Omnibus，GEO）筛选下载恶性间皮瘤组织样本
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表达数据 GSE51024 进行后续分析。通过 miRWalk 网站、TargetScan8.0

网站和 miRDB 网站查询 miR-30d 下游靶基因，并与差异表达基因比对获

得基因交集。将最终筛选出来的基因导入 matescape 进行在线分析，再使

用 GO-BP （ Gene Ontology-Biological Process ） 以 及 KEGG （ Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes）本体来源对每个给定的基因列表进行

通路和过程富集分析。 

2 结果 

2.1 miR-30d 在各组细胞中的表达差异结果 Asb MeT-5A+miR-30d 组

细胞 miR-30d 表达水平较 Asb MeT-5A+miR-NC 组显著增高（P＜0.01）。

见图 1 

 

图 1  温石棉转化 MeT-5A 细胞中 miR-30d 的表达水平测定结果 

2.2 生物信息学分析 GSE51024 数据筛选出差异表达基因 205 个，

TargetScan8.0 网站显示 miR-30d 下游基因有 866 个，miRWalk 网站提示

下游基因有 4995 个，三者取交集，筛选出的基因共 11 个（见图 2），分

别为 GALNT3、TCF21、MAL、FBXO32、EPB41L5、ADAM12、NEDD4L、

CALB2、MXRA5、ADAMTS3、LIMCH1。通过分析得到 2 条关键通路，

分别为肌动蛋白介导的细胞收缩和对生长因子的响应。 

3 讨论 

本课题组前期研究结果显示在人恶性间皮瘤细胞 MSTO-211H、

NCI-H2452 中 miR-30d 表达下调[6，7]。石棉已是熟知的Ι类致癌物质，间

皮瘤的产生与职业环境暴露于石棉纤维密切相关，温石棉作为低毒性的

一类石棉仍被大量使用，但是我们已从细胞水平证明了温石棉具有致间

皮细胞的恶性转化潜能。本次研究 miR-30d 在温石棉恶性转化细胞中的

差异表达，与 miR-30d 下游靶基因比对得到的基因交集进行通路富集分

析，探究 miR-30d 对温石棉转化细胞的调控作用并在分子水平探讨

miR-30d 对间皮瘤的影响及其可能的发展机制。 

 

图 2  间皮瘤样本与正常组织样本差异表达基因， 

miRWalk、TargetScan8.0 预测 miR-30d 下游基因交集韦恩图 

通过生物信息学分析发现，间皮瘤差异表达基因和 miR-30d 下游靶

基因的基因交集中，LIMCH1、NEDD4L、EPB41L5 基因参与肌动蛋白介

导的细胞收缩通路。LIMCH1、EPB41L5 与细胞骨架重塑和伪足形成有关，

LIMCH1、EPB41L5、NEDD4L 显著变化与肿瘤细胞侵袭和转移密切相关

[8-10]，有研究发现，肌动蛋白聚合在石棉恶性转化致间皮瘤的过程中发挥

重要作用[11]。此外，GALNT3、MXRA5、EPB41L5 参与对生长因子的响应，

GALNT3 可抑制肺癌细胞浸润[12]；MXRA5 在非小细胞肺癌中显著上调[13]。

结合本次生物信息学分析和文献查阅的结果，再次提示间皮瘤的发生发展

可能与肌动蛋白介导细胞收缩和对生长因子的响应等通路有关。除上述 5

个基因，在基因交集的其他 6 个可能的下游基因中，有关研究发现下调

FBXO32 可提高肺癌细胞的增殖与迁移能力[14]；ADAM12 上调可促进肺腺癌

的迁移与侵袭[15]；CALB2 目前被认为是诊断人恶性间皮瘤最敏感的标志物

[16]。查阅大量文献发现，6 个下游基因与胸膜恶性间皮瘤的研究较少。 
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结合 miR-30d 在 MeT-5A 细胞的差异表达、生物信息学分析结果和

相关文献，我们大胆推测，miR-30d 可能是一个抑癌 miRNA，其表达下

调可能参与间皮瘤的发生发展过程，根据生物信息学分析结果可推测出，

miR-30d 可能通过调控肌动蛋白介导的细胞收缩和对生长因子的响应的

通路影响间皮瘤的发生发展，该结论还需进一步实验进行验证。鉴于本

次研究对间皮瘤更具体的发生发展机制研究的有限性，本课题组将深入

探究和验证间皮瘤的发病机制，为间皮瘤的预防措施、治疗靶标及预后

指标提供初步线索。 
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